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SOMMAIRE 
Le present memoire est une premiere etape vers l'utilisation de microorganismes en tant 
qu'agents de lutte biologique dans des appareils de fabrication de papier. La fabrication du 
papier a lieu dans des conditions favorables a la croissance microbienne. Le pH (entre 5 et 
8), la temperature (entre 37 et 50 °C) et la presence de nutriments (amidon, cellulose) 
creent des conditions ideales pour certains genres bacteriens. Les bacteries sont capables de 
former des biofilms sur les appareils, ce qui accelere la corrosion des machines en plus de 
causer des pertes de production importantes reliees a la qualite du produit et aux arrets 
frequents exiges par le nettoyage. Ces biofilms sont souvent colores et tachent la feuille en 
production lorsqu'ils tombent sur cette derniere. 
Le present memoire analyse la formation de biofilms par plusieurs souches isolees des 
machines a papiers. Les souches productrices de biofilms ont ete identifiees afin de 
determiner lesquelles etaient problematiques pour l'industrie papetiere. Ces essais ont ete 
realises en microplaque de 96 puits afin de permettre un grand nombre de repetitions et de 
replicats. Les cinq meilleures productrices ont ensuite ete selectionnees afin d'etre utilise 
pour identifier les souches inhibitrices et les productrices secondaires. Les cinq meilleures 
productrices primaires ont done ete co-cultivees avec les autres souches de la collection 
afin de detecter la presence d'inhibition ou de surproduction. Ces essais ont mene a 
1'identification des cinq meilleures inhibitrices ainsi qu'a plusieurs productrices secondaires. 
Les meilleures productrices secondaires, des genres Acidovorax, Bacillus et Staphylococcus, 
sont des souches qui avaient prealablement ete identifiees par d'autres equipes de recherche 
comme etant de bonnes productrices de biofilm dans les machines a papier. Les meilleures 
inhibitrices, Microbacterium, Xanthobacter et Pseudoxanthomonas, diminuaient environ de 
moitie la production de biofilm par les meilleures productrices dans des microplaques 96 
puits. 
ii 
Des essais d'inhibition sur acier ont ete realises afin de se rapprocher des conditions des 
machines a papier. Les resultats d'inhibition ont ete confirmes du fait que la production de 
biofilm etait diminuee davantage que dans les essais en microplaque. Les souches 
inhibitrices devront done etre analysees plus en profondeur afin de savoir si elles sont aussi 
efficaces dans un environnement comme celui des machines a papier. Les productrices 
secondaires, quant a elles, devront etre surveillees de plus pres par l'usine afin de mieux 
gerer 1'apparition de biofilms dans les appareils. 
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Introduction 
De 95 a 99 % des bacteries dans l'environnement sont estimees etre retrouvees sous forme 
de biofilms. Des fossiles de biofilms ont ete retrouves partout dans le monde. Les plus 
anciens datent d'il y a 3,5 milliards d'annees (Rasmussen, 2000; Schopf ef al, 1983; 
Westall et al, 2001). lis sont apparus tot dans 1'evolution et sont ubiquitaires sur Terre. Un 
biofilm est une biomasse complexe composee de microorganismes, de sucres 
extracellulaires et de proteines, fixe a une surface. Cette surface, inerte ou non, permet aux 
bacteries de s'accrocher a des endroits favorables a leur croissance. Les bacteries, dans la 
nature, sont souvent retrouvees sous forme de biofilms a cause de l'avantage evolutif que 
cela leur procure par rapport a plusieurs stress environnementaux tels que la secheresse 
(Nikolaev etal, 2007). 
Les biofilms sont responsables de plusieurs maladies humaines difficiles a traiter, car les 
bacteries vivant dans un biofilm sont plus resistantes aux antibiotiques qu'une bacterie 
isolee. Pseudomonas aeruginosa est Tun de ces agents pathogenes difficiles a eliminer, car 
il produit des biofilms dans les poumons. Les bacteries dans ces biofilms resistent a des 
concentrations d'antibiotiques beaucoup plus elevees qu'a l'etat planctonique (Costerton et 
al, 1999; Dunne, 2002; Mah et al, 2001). Dans certains cas, comme chez les gens atteints 
de la fibrose kystique, P. aeruginosa cause meme la mort (Shirtliff et al, 2002). II est 
estime que les biofilms entrainent des depenses de l'ordre de 1,6 milliard de dollars 
americains par annee dans les h6pitaux des Etats-Unis (de Carvalho, 2007). 
Les biofilms sont aussi presents dans le secteur industriel, ou ils causent beaucoup de 
problemes a divers types de machinerie. lis bloquent les tuyaux des appareils, causent des 
odeurs desagreables et, dans l'industrie alimentaire, permettent la proliferation de bacteries 
dangereuses telles le Bacillus cereus. 
Dans l'industrie petroliere, les problemes attribues aux biofilms causent la diminution du 
debit de petrole dans les pipelines, la corrosion de ces derniers et augmentent les couts de 
leur reparation. Les biofilms sont reconnus pour produire des composes acides qui 
catalysent la formation de rouille sur les tuyaux qui transportent le petrole. Bref, n'importe 
quelle surface peut etre colonisee par des microorganismes, et c'est cette caracteristique qui 
fait d'eux des ennemis redoutables dans plusieurs domaines (de Carvalho, 2007). 
Les biofilms ne sont cependant pas toujours nuisibles. Plusieurs sont benefiques pour les 
plantes, les animaux et meme certains secteurs industriels. Certaines plantes ont des 
biofilms fixes a leurs racines, ce qui cree une couche de protection contre les agents 
pathogenes. Les bacteries de nos intestins produisent des biofilms afin d'eviter d'etre 
transporters avec le chyme ce qui augmente l'efficacite de la digestion. Dans le secteur 
industriel, les biofilms sont, entire autres, utilises afin de traiter les eaux usees. Les bacteries 
qui composent les biofilms sont de genres varies, ce qui fait en sorte que plusieurs types de 
substrats peuvent etre degrades en meme temps. 
II existe plusieurs degres d'efficacite d'adherence et certains genres sont plus rapides que 
d'autres. Une bacterie qui adhere facilement a une surface est appelee productrice primaire. 
Une autre qui adhere peu bu pas a la surface, mais qui peut adherer a la premiere couche de 
bacteries colonisant la surface est appelee productrice secondaire. II a ete demontre que 
c'est le cas des bacteries du genre Bacillus et de Deinococcus geothermalis retrouvees en 
industrie. Bacillus est frequemment retrouve dans les biofilms, mais, a lui seul, ne reussit 
pas a produire la matrice du biofilm de fa?on considerable directement sur l'acier. D. 
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geothermalis, quant a lui, produit un biofilm sur l'acier des appareils, ce qui permet a 
Bacillus de s'accrocher et de participer a la formation du biofilm (Kolari et al, 2001). 
Le « quorum sensing » 
Le « quorum sensing » est un moyen par lequel une bacterie detecte la presence d'autres 
bacteries dans son environnement immediat. II constitue le systeme d'organisation qui 
permet aux bacteries de communiquer entre elles. Pour ce faire, la bacterie possede des 
recepteurs dans sa paroi qui captent les signaux chimiques envoyes par ses semblables dans 
le milieu extracellulaire. L'augmentation de la concentration des molecules de signalisation 
dans le milieu environnant resulte en une augmentation de la proportion de recepteurs lies a 
ces molecules. Lorsqu'un seuil d'occupation est depasse, un signal est envoye a la bacterie 
pour lui permettre de faire une transition d'un etat physiologique a un autre. Le « quorum 
sensing » est important pour la formation de biofilm, car ce systeme permet aux bacteries 
de ne pas depenser leur energie inutilement a produire un biofilm si leur population n'est 
pas suffisamment dense. La formation d'un biofilm est un processus exigeant 
energetiquement, alors les bacteries utilisent le « quorum sensing » afin de synchroniser 
leurs efforts. Les genes associes a la production de biofilm sont actives seulement lorsqu'il 
y a une densite bacterienne suffisante. L'equipe de Sauer et al (2002) a estime que 50 % 
des genes seraient modules pour une bacterie dans un biofilm par rapport a une bacterie en 
etat planctonique. Elle a egalement compare 1'expression des proteines entre les stades de 
developpement d'un biofilm et remarque une variation dans 35 % des cas (Sauer et al., 
2002;Shirtliffefa/.,2002). 
En gendral, les bacteries a Gram positif produisent des derives d'oligopeptides en tant que 
signal de « quorum sensing », tandis que les bactdries a Gram negatif produisent des 
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homoserines lactone acylees (Kolter et al, 2006). Plusieurs genres bacteriens possedent des 
molecules de signalisation semblables qui peuvent etre captees par des recepteurs de 
bacteries appartenant a d'autres genres phylogenetiquement apparentes. C'est l'une des 
raisons pour lesquelles un biofilm peut etre forme de plusieurs genres bacteriens differents. 
Le « quorum sensing » peut aussi servir a autre chose que la regulation de production de 
biofilm, par exemple, a 1'activation des genes de virulence et a la sporulation (Davies et al, 
1998). 
Les stades de developpement 
Les biofilms sont frequemment retrouves aux interfaces air-liquide, solide-air et solide-
liquide. II a ete suggere par plusieurs equipes qu'un biofilm se forme en stades de 
developpement distincts qui sont diriges par le « quorum sensing ». Chez Pseudomonas 
aeruginosa, ces stades ont ete etudies a l'aide des differentes proteines exprimees au cours 
du developpement. Cette etude a permis de deceler cinq stades de developpement d'un 
biofilm. Le premier stade est 1'attachement reversible, le deuxieme est 1'attachement 
irreversible, le troisieme est la maturation 1, le quatrieme est la maturation 2 et le dernier 
est la dispersion (Sauer et al, 2002). 
• L'attachement initial 
r 
La premiere etape de la formation d'un biofilm est l'adherence des bacteries aux surfaces. 
Les premieres forces impliquees lorsque la bacterie se trouve a proximite d'une surface 
sont les interactions hydrophobes / hydrophiles, les forces de Van der Waals, le mouvement 
/ 
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brownien, les forces gravitationnelles et les interactions electrostatiques (Gottenbos et al, 
2002). 
Le conditionnement d'une surface est une etape qui accelere grandement l'adherence des 
bacteries. Une surface immergee ou partiellement immergee dans un liquide s'enduit 
toujours d'un film de conditionnement (Dunne, 2002; Fletcher, 1996). Ce film est compose 
de proteines ou de molecules organiques presentes dans le liquide et qui adsorbe a la 
surface a cause des interactions moleculaires enumerees ci-dessus. Ce film aide 
enormement a l'adherence des bacteries aux surfaces, car il change les proprietes physico-
chimiques de la surface (An et al, 2000; Dunne, 2002; Fletcher, 1996). L'equipe de 
Fletcher a meme rapporte que, dans certains cas, ce film de conditionnement pouvait servir 
de source de nutriments aux bacteries fixees a la surface (Fletcher, 1996). En ce qui 
concerne l'adherence elle-meme, si les signaux exterieurs qui proviennent a la bacterie ne 
sont pas favorables ou absents, les bacteries se detacheront. 
• L'attachement irreversible 
Lorsque la bacterie detecte qu'elle se retrouve dans un environnement favorable et que le 
quorum a ete atteint, elle se fixe de facon irreversible. Cette etape implique plusieurs 
modifications dans le patron d'expression des genes. Certaines bacteries ont des fimbriae 
ou des pilis qui, habituellement, ont d'autres fonctions, mais qui peuvent aider les cellules 
dans l'adherence. Les pilis de type IV sont les structures d'adherence qui sont utilises 
frequemment, entre autres par le P. aeruginosa (O'Toole et al, 1998; Saarimaa et al, 
2006). Les bacteries se deplacent sur la surface afin de former des microcolonies avant de 
commencer la production de biofilm. La formation de microcolonies est caracteristique de 
plusieurs genres, ce qui suggere qu'elle est importante dans 1'initiation de la formation de 
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biofilm. Les bacteries n'ayant pas de fimbriae ou de pili peuvent se fixer a l'aide de 
proteines membranaires, d'exopolys'accharides (EPS) ou de lipopolysaccharides (Fletcher, 
1996; Tsuneda et al, 2003). Les bacteries pathogenes d'animaux ou de plantes peuvent 
utiliser des adhesines ou des proteines de surface pour se fixer aux tissus. C'est le cas du 
Staphylococcus epidermidis, qui utilise des adhesines particulieres, entre autres les « 
Polysacharide intercellular Adhesins », afin d'adherer aux cellules humaines, (Mack et al, 
2007). 
Chez le Bacillus subtillis, les EPS et la proteine TasA ont ete identifies comme etant 
importants dans la fabrication d'un biofilm mature (Branda et al., 2006). L'ADN est aussi 
un compose important dans la structure d'un biofilm mature, entre autres pour le 
Streptococcus mutans (Bockelmann et al, 2006; Spoering et al, 2006). 
• La maturation 1 
Lorsque la bacterie est fixee a la surface, il y a accumulation de matrice pres de la paroi 
bacterienne. Cette matrice est majoritairement composee de glycocalyx, de differentes 
formes d'EPS et de proteines (Branda et al, 2005). Seulement 15 minutes apres 
l'adherence, les genes codant pour la production d'EPS sont regules a la hausse (Dunne, 
2002). Les EPS sont composes essentiellement de glucose, de galactose, de rhamnose et de 
mannose. Les EPS et les proteines produits par les cellules les assistent dans l'adherence a 
la surface, mais ils servent aussi a recruter d'autres bacteries du milieu pour participer a la 
formation du biofilm et a la protection contre les stress environnementaux. Les 
composantes de la matrice des biofilms sont done majoritairement des sucres complexes et 
des proteines. Ces derniers constituent environ 85 % de la masse seche totale de la matrice 
(Allison, 1993; Tsuneda et al, 2003). 
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• La maturation 2 
A cette etape, les bacteries presentes dans le biofilm ont perdu leurs flagelles. Les agregats 
atteignent leur taille maximale et la plupart des bacteries font partie d'agregats (Sauer et al, 
2002). II y a formation de canaux dans la structure du biofilm pour permettre a un plus 
grand nombre de cellules d'avoir acces aux nutriments. La resistance des cellules aux 
biocides et les echanges genetiques sont a leur maximum a ce stade. L'activite metabolique 
des cellules qui composent le biofilm est grandement ralentie. Elles ne se divisent a peu 
pres plus du au manque d'espace et a la faible quantite de nutriments disponible pour la 
croissance. Les conditions deviennent de moins en moins favorables dans un vieux biofilm. 
Les dechets ,s'accumulent, le pH change, les gaz ne se rerident plus aux cellules qui 
soutiennent le biofilm et la structure en est affectee. 
• Le detachement 
Tout au Cours de la vie d'un biofilm, il peut y avoir detachement de cellules individuelles 
ou de sections de biofilm. Ceci peut etre du aux stress mecaniques dans le milieu ou a 
l'apparition de conditions moins favorables a la croissance. Un phenomene de deplacement 
a egalement ete observe dans des biofilms de Staphylococcus aureus. II s'agit du 
deplacement en agregats. Ce sont des sections entieres de biofilm qui se dgplacent, mais en 
restant fixes a la surface. Elles glissent le long de la surface afin de se separer du biofilm 
parental pour aller coloniser un autre endroit (Hall-Stoodley et al, 2004). II existe aussi des 
genres capables de s'exciser afin d'aller coloniser d'autres surfaces. C'est le cas, entre, 
autres, du P. aeruginosa qui possede une alginate lyase (Shirtliff et al, 2002). La matrice 
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etant composee en partie d'alginate, l'alginate lyase peut degrader la matrice partiellement 
ce qui permet aux cellules emprisonnees de sortir afin de trouver de nouvelles niches 
ecologiques (Boyd et al, 1994). Plusieurs cas ont ete rapportes ou les bacteries utilisent les 
sucres liberes par la degradation de la matrice comme source de nutriments (Nikolaev et al, 
2002; Stoodley et al, 2001). Lorsque le biofilm est plus age et que les cellules qui 
supportent le biofilm n'ont plus acces aux nutriments, le biofilm se detache de la surface 
pour retourner dans le milieu ce qui peut permettre aux microorganismes de coloniser 
d'autres endroits.-
La resistance aux biocides 
Comme mentionne precedemment, les biofilms sont beaucoup etudies depuis les vingt-cinq 
dernieres annees, car ils ont ete identifies comme responsables d'infections humaines, 
parfois mortelles, difficiles a traiter. En effet, les cellules d'un biofilm sont entourees de 
matrice, ce qui les rend difficiles d'acces pour les antibiotiques. Le mecanisme 6xact de 
resistance semble etre du a une multitude de facteurs qui agissent de concert (Mah et al, 
2001). Une croissance lente permet aux cellules des biofilms de resister a des biocides qui 
ont comme mode d'action l'inhibition de la formation de structures cellulaires. 
L'expression genique des bacteries occupant un biofilm est tres differente par rapport a 
celle des bacteries planctoniques. Plusieurs biocides visent les bacteries en developpement. 
Ces biocides soient moins bien adaptes a eliminer les bacteries dans un etat physiologique 
tel que celui d'un biofilm. La nature heterogene des biofilms, sur le plan genetique, est une 
explication de leur resistance accrue. Les EPS et la matrice ont egalement ete rapportes 
comme participant a l'adsorption des agents antimicrobiens et done a la detoxification des 
biofilms (Mah et al, 2001). L'utilisation de biocides entraine aussi une selection, dans la 
communaute des machines a papier, pour des bacteries multiresistantes, ce qui les rend 
'( difficiles a 61iminer. 
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Une autre caracteristique d'un biofilm qui le rend plus resistant aux biocides est la presence 
de cellules persistantes. Ces cellules ne sont pas genetiquement differentes du reste de la 
population et elles n'ont pas de mecanisme de resistance identifie envers des antibiotiques 
particuliers. Ce sous-groupe de cellules est present en faible proportion dans des cultures en 
phase stationnaire et en phase exponentielle. Elles sont resistantes a des quantites 
etonnantes de biocides et ont le potentiel de reproduire une population norrnale entiere, 
incluant une sous population de nouvelles cellules persistantes. Le mecanisme de resistance 
des cellules persistantes se trouve peut-etre dans leur metabolisme. Etant donne que les 
cellules ne proliferent plus, les cibles de certains antibiotiques ne sont plus actifs (Hall-
Stoodley etal, 2004; Lewis, 2005; Spoering et ah, 2001). 
La lutte aux biofilms 
Dans l'industrie des pates et papiers, la presence de microorganismes est inevitable. Les 
sources les plus frequentes de contamination sont la pate de papier, les additifs et l'eau 
fraiche. Malgre les efforts soutenus pour gerer la contamination bacterienne dans ces 
composantes, les microorganismes reussissent tout de meme a proliferer. Les conditions de 
temperature 40°C a 55°C, de pH 7,5 a 8,5 et de nutriments, la presence de carbone, d'azote 
et de phosphore, sont ideales pour la croissance de plusieurs genres bacteriens. Les 
bactSries a l'etat planctonique ne sont generalement pas dommageables pour les appareils. 
Ge sont les biofilms qui s'attachent aux surfaces qui sont les plus nuisibles. Les lois 
environnementales etant de plus en plus strictes, l'industrie des pates et papiers a du s'y 
adapter. Cela a^donc necessite la fermeture des circuits d'eau, 1'utilisation de biocides 
moins dangereux pour l'environnement et le changement de pH dans les appareils. Ces 
changements ont cependant aussi favorises rapparition de biofilms. Ces biofilms sont 
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nefastes pour l'industrie, car ils colorent le papier, ils causent des bris dans la feuille en 
production, ils participent a 1'acceleration de la corrosion des structures en acier, ils 
bloquent les tuyaux des appareils en plus de provoquer des temps d'arret pour leur 
nettoyage. La papetiere utilise des biocides pour eliminer les bacteries de leurs appareils, 
cependant, leur efficacite est variable, principalement car ils sont plus nocifs pour les 
bacteries en etat planctonique que pour les biofilms (Czechowski et al., 2002). Elle precede 
egalement a des nettoyages periodiques qui ont pour but d'eliminer le plus possible de 
depots sur les appareils. Le probleme etant davantage celui des biofilms, le present 
memoire vise a amorcer la recherche vers une alternative biologique aux biocides. En 
n'utilisant que les bacteries qui ont ete isolees des appareils de cette usine, l'objectif 
principal etant de trouver des antagonistes aux bacteries productrices de biofilms. 
En industrie, la lutte biologique envers.les biofilms est plutot ciblee. Les biofilms les plus 
dommageables sont ceux qui produisent des molecules pouvant accelerer la corrosion du 
metal. Certaines equipes se sont done plutot concentres a controler la presence de pes 
biofilms nefaste en les exposant a des biofilms qui produisent des agents antimicrobiens. 
Ces derniers protegent done les surfaces en entrant en competition avec les biofilms 
nefastes (Kolari et al., 2001; Liu et al., 2004; Ornek et al., 2002; Zuo et al., 2004a). 
Travaux anterieurs 
Les premiers travaux d'analyse dans cette usine ont porte sur l'isolement de bacteries a 
partir de biofilms et des caisses d'arrivees. Ce sont principalement ces bacteries que nous 
avons utilisees pour les essais presentes dans ce memoire. Desjardins et al. ont isole plus de 
100 bacteries qui ont 6te identifiees par sequen9age (Desjardins et al, 2003). lis ont entre 
autres ete les premiers a identifier Psendoxanthomonas comme contaminant des usines de 
pates et papier. Les travaux suivants, realis6s par Kashama et al, ont port6 sur l'analyse du 
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profil d'utilisation des sources de carbone par la population des caisses d'arrivee (Kashama 
et al, 2009). Cette etude a demontre que ce profil variait beaucoup durant la periode 
estivale. Elle a aussi demontre que ce meme profil etait stable entre les deux differents 
appareils de cette usine ainsi que pendant l'automne, l'hiver et le printemps. 
Approche experimentale 
Le projet de maitrise presente dans ce memoire a ete developpe suivant l'hypothese qu'il y 
avait des bacteries antagonistes presentes dans les machines a papier. Notre objectif 
principal a done ete de determiner les combinaisons de souches ayant un effet inhibiteur sur 
la production de biofilms. Les bacteries utilisees pour ce projet proviennent de la collection 
isolee par Desjardins et al et ont ete isolees de la partie humide de la machine a papier ., 
(voir figure 1) (Desjardins et al, 2003). Les tests ont commence en microplaques de 
polystyrene a 96 puits afin de realiser un grand nombre d'essais (voir figure 2). Pour 
reproduire les conditions des machines a papier le mieux possible, nous avons fait les tests 
dans un milieu cree a partir de l'eau des machines a papier. La temperature et 1'agitation 
ont egalement ete controlees pour simuler les conditions reelles dans lesquelles les biofilms 
se forment. La premiere etape a ete de determiner les souches capables de produire des 









Figure 1: Schema simplifie d'une machine a papier. Les zones a risques pour la formation 
de biofilms sont entre la caisse d'arrivee et les sechoirs. 
• « N , . - * * ' i l * ~"» - • ' - . '-• • ; _ „ 
Figure 2: Photographie d'une microplaque de 96 puits colore au cristal violet. Le cote 
gauche a ete inocule avec des bacteries mortes (temoin negatif) tandis que le cote 
droit a ete inoculer avec des bacteries vivantes qui produisent des biofilms. 
L'etape suivante a ete d'identifier les souches de la collection qui etaient des productrices 
secondares et celles qui avaient la capacite d'inhiber la production de biofilms. Cette etape 
a aussi ete realisee en microplaque a 96 puits en co-cultivant les meilleurs producteurs de 
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biofilms avec les autres souches de la collection. Ces,tests nous ont permis de reperer les 
antagonistes prometteurs et les bons producteurs secondaires. 
L'etape finale a ete de verifier l'efficacite des antagonistes envers la formation de biofilms 
sur des coupons d'acier inoxydable, un acier semblable a celui retrouve dans l'usine de 
pates et papiers. Les coupons d'acier ont ete coupes sur mesure afin d'optimiser la surface 
de production et le milieu a ete modifie pour satisfaire aux exigences de ce test., Nous avons 
egalement verifie l'efficacite des antagonistes sur les bacteries presentes dans les appareils 
de l'usine. Ce test a ete realise dans les memes conditions que les tests precedents sur . 
coupons d'acier. 
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CHAPITRE 1 
1.0 INTERACTIONS ENTRE DES BACTERIES PRODUCTRJCES DE BIOFILMS ET 
D'AUTRES BACTERIES ISOLEES D'UNE PAPETIERE CANADIENNE 
Les biofilms sont nefastes pour l'industrie papetiere. Dans cette etude, 118 isolats 
microbiens provenant des machines a papier ont ete analyses en microplaques pour leur 
capacite a former des biofilms. Les isolats ont ete divises en 4 groupes : les meilleurs 
producteurs primaires de biofilm, les bons producteurs, les producteurs faibles et les non 
producteurs. Micrococcus, Cellulosimicrobium et Deinococcus se sont averes les meilleurs 
producteurs primaires de biofilm. Un isolat non identifie a egalement ete inclus dans ce 
groupe. Les isolats des trois derniers groupes ont aussi ete testes pour la formation de 
biofilm en tant que producteurs secondaires. Acidovorax, Bacillus et Staphylococcus se 
sont averes les meilleurs producteurs secondaires. Nous avons egalement demontre que 
certains des isolats pouvaient reduire de 92% la formation de biofilm lorsque co-inocules 
avec un des meilleurs producteurs primaires de biofilm sur acief. Les cinq antagonistes les 
plus efficaces appartiennent aux genres Microbacterium, Pseudoxanthomonas et 
Xanthobacter. Ce consortium de cinq antagonistes a ete teste sur l'acier inoxydable en 
presence d'un des meilleurs producteurs primaires et contre toute la population 
microbienne de l'eau blanche d'une machine a papier. Dans ces essais, les antagonistes ont 
empeche la formation de biofilm de 92% et de 62% respectivement. 
Ces travaux sont decrits au chapitre 1 de ce memoire. Ce chapitre est constitue de 1'article 
suivant: Interaction between biofilm forming bacteria and other microorganisms isolated 
from a Canadian paper mill. Fran?ois Chabot, Carole Beaulieu et Ryszard Brzezinski. La. 
contribution des auteurs se repartit comme suit: Francois Chabot a effectue la totalite des 
travaux decrits et a re'dige Tarticle. Carole Beaulieu et Ryszard Brzezinski ont supervise 
l'ensemble des travaux. L'article a ete soumis pour publication dans The Journal of 
Applied Microbiology and Biotechnology. 
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Biofilms are troublesome for the paper making industry. In this study, 118 microbial 
isolates from paper machines were analyzed for their ability to form biofilms using a 
microplate assay. Accordingly, the isolates were divided into 4 groups: best primary 
biofilm producers; good producers, weak producers and non producers. The best primary 
biofilm formers belonged to Micrococcus, Cellulosimicrobium and Deihocdccus genera. 
An unidentified isolate was also included in this group. The isolates of the last three 
groups were further tested for biofilm formation as secondary colonizers'. The best 
secondary producers belonged to Acidovorax, Bacillus and Staphylococcus genera.^  We 
also showed that some of the isolates were able to reduce the biofilm formation by up to 
60% when co-inoculated in 96 well polystyrene microplates with one of the best primary 
biofilm formers. The five most efficient antagonists belonged to Microbacterium, 
Pseudoxanthomonas and Xanthobacter genera. This consortium of five strains was tested 
on stainless steel against one of the best primary formers and against the total population 
of white water. In these tests, the antagonists were able to inhibit biofilm formation by 
92% and 62% respectively. 
Keywords: Biofilms, paper machine, antagonists, primary producers, secondary producers 




Biofilms have been studied extensively in the last two decades mainly because of their 
involvement in infectious diseases and ecological processes (Hall-Stoodley et al, 2004). 
They are now used in many industrial settings (Morikawa, 2006; Singh et al, 2006) but 
are still responsible for many problems in some industries (de Carvalho, 2007; Flemming, 
2002; Torres et al, 2008). For example, the presence of biofilms in paper machines causes 
downtimes and loss of production efficiency. Premature rusting of the machines, clogging 
of pipes, coloration and sometimes breaks of the paper are the main causes. Many plants 
use biocides to control microbiological growth in their machines but they are expensive 
and not always as efficient as expected. It has also been suggested by Kolari et al. (2003) 
that some bacteria produce even more biofilms in the presence of these biocides (Kolari, et 
a/., 2003). 
Paper machines are colonized by a wide range of bacteria. Several groups reported the 
isolation of bacteria from white water or biofilms (Denner et al, 2006; Desjardins et al, 
2003; Kolari et al, 2003; Lahtinen et al, 2006; Oppong et al, 2003; Vaisanen et al, 
1998). These studies have clearly shown that Bacilli are frequent inhabitants of paper 
machines along with the following genera: Paenibacillus, Klebsiella, Pseudomonas, 
Pseudoxanthomonas, Roseomonas, Burkholderia, Deinococcus, Meiothermus, 
Mectobacillus and Micrococcus. However, only a few studies investigated the ability of 
paper mill isolates to produce biofilm (Blanco et al, 1996; Chaudhary et al, 1997; Kolari 
et al, 2002; Kolari et al, 2003; Mattila et al, 2002; Torres et al, 2008; Vaisanen et al, 
1998). Enterobacter, Pantoea, Klebsiella, Raoultella, Burkholderia, Acidovorax, 
Deinococcus and Meiothermus are the main biofilm-forming genera colonizing papers. 
Members of these last genera were considered as primary producers (Blanco et al, 1996; 
Chaudhary et al, 1997; Kolari et al, 2002; Kolari et al, 2003; Mattila et al, 2002; Torres 
et al, 2008; Vaisanen et al, 1998) since they were able to initiate biofilm in pure culture. 
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Other bacterial genera such as Bacilli were considered as secondary producers since they 
were only capable of forming biofilms once they had been initiated by a primary producer 
(Kolari etal, 2001). 
Previous studies reported the microbial composition of wire waters and biofilms 
associated with Canadian paper mills (Desjardins & Beaulieu, 2003; Eveleigh & Brewer, 
1963; Goldstein, 1987). The most recent study carried out by Desjardins and Beaulieu 
(2003) revealed that a large proportion of isolates from paper machines could not be 
assigned to a genus based on their 16S rDNA sequences. It also demonstrated that 
Pseudoxanthomonas, Pseudomonas, Microbacterium, Bacillus and Leptothrix are 
commonly found in paper machine process waters and slimes. The biofilm forming 
abilities of the isolates had not been explored at that time. 
In this study, Canadian paper mill isolates were tested for their ability to initiate, stimulate 
or inhibit biofilm formation on polystyrene microplates. Further biofilm production assays 
involving primary and secondary producers, bacterial antagonists, as well as microbial 
communities from white water were carried out on stainless steel. 
Materials and Methods 
Bacterial Strains 
Table 1 presents the bacterial isolates used in this study. The strains have been isolated 
from a Canadian paper mill (Desjardins et al, 2003). The media used for cultivation was 
Plate Counjt Broth (PCB) (5g peptone, 2.5g yeast extract and lg glucose per litre; pH 7.0) 
or R2B (0.5g yeast extract, Q.5g proteose peptone No3, 0.5g casamino acids, 0.5g glucose, 
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0.3g soluble starch, 0.3g sodium pyruvate, 0.3g potassium phosphate dibasic and 0.05g 
magnesium sulphate per litre; pH 7.2). When plating was required, 15g of agar per litre 
were added to these media. The long-term conservation was carried out by mixing an 
overnight culture in PCB with sterile glycerol and storing the bacterial solution at -80°C. 
Biofilm production assay on treated polystyrene microplate 
A first rapid screening was carried out to determine the ability of 118 paper machine 
isolates to produce biofilm. This assay was done in 96-well treated polystyrene 
microplates (BD Falcon, N.-J., USA). Each well contained 200ul of White Water medium 
(WW). This medium was prepared by filtering white water collected from the head box of 
a paper machine through a metal sieve with meshes of approximately 2 mm X 1.7 mm. 
This filtrate was then supplemented with lOOmg of yeast extract per litre, the pH was 
adjusted to 7.0 and the solution was autoclaved at 121°C for 15 min. Wells were 
supplemented with a bacterial inoculum prepared as follows. A bacterial colony was 
inoculated in PCB and incubated overnight at 40°C under 250 rpm of agitation. The 
absorbance at 595nm of the culture was adjusted to 0.3, with sterile PCB. Aliquots of this 
inoculum (25 ul) were added to 16 wells. Heat sterilised inocula were used as negative 
controls. The plates were read with a FL600 fluorescent plate reader (BIO-TEK, Winooski, 
U.S.A.) to have a baseline to determine growth and were then incubated with agitation 
(160rpm) for 48h at 40°C. After the incubation period, the plates were read again and 
growth was determined by subtracting the initial optical density to the optical density of 
the cultures. 
Biofilm production was quantified by determining the amount of stain that biofilm could 
absorb. Culture medium was first removed from each well, including the control wells 
'where the heat killed cells were inoculated, and 300ul of crystal violet (4g l"1 in 20% (v/v) 
methanol) were added for 3min. The stain was discarded and the wells were washed three 
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times with distilled water. Plates were air dried for a one hour period. Ethanol (300ul) was 
added to the wells to dissolve the stain incorporated in biofilm polymers. After one hour 
incubation at room temperature, ethanol was transferred to a clean microplate and the 
optical density was read at 595nm. Net biofilm production was determined by subtracting 
the OD of control wells, where the heat killed cells were inoculated, to the OD of test 
wells, where the live bacteria were inoculated (equation 1). The assays were carried out in 
triplicate for each strain and the statistical analyses were made with SAS 9.1. 
Equation to determine biofilm formation: 
1 OD595 of test wells - OD595 control wells = OD595 referred to as biofilm formation 
Identification of secondary producers and antagonists 
Effect of co-cultures on biofilm formation was investigated as described above with the 
_
 following modifications. Each isolate of the collection was co-inoculated with one of the 
five best primary biofilm producers (BPP) [Micrococcus sp, strain r8-2, 
Cellulosimicrobium sp. strain bf8-3, Deinococcus sp. strains s432 and s436 and a bacterial 
isolate bf7-4 of unknown taxonomic identity]. Each well contained 200 ul of WW medium 
and a 15ul inoculum of both a BPP and a strain to be tested. These tests were made with 8 
repetitions. 
Secondary biofilm producers and antagonist bacteria were identified by determining the 
ratio between the net biofilm production by the test strain and the BPP together and the net 
biofilm production by the BPP alone (equation 2). When the ratio was higher than 100%, 
the test isolate was considered a secondary producer. In contrast, an isolate was considered 
an antagonist when its presence caused a decrease of biofilm production by the BPP. 
-20-
Equation to determine the effect of co-cultivation: 
2 OD595 of co-culture / OD595 BPP x 100 = OD595 referred to as variation of 
biofilm production. 
Extraction of bacteria from White Water 
Bacteria colonizing white water were extracted from this solution as follows. 
Approximately 18L of White Water from the head box was decanted by gravity for 40 
minutes and the supernatant was filtered on 5 urn nitrocellulose filters (Millipore, Main, 
U.S.A.) to remove excess pulp. This solution was filtered again on 0.22um nitrocellulose 
filters (Millipore, Main, U.S.A.) to recover bacteria. The 0.22um filters were then set aside 
in saline (0.85% NaCl). The decanted^pulps were then shaken for 2 minutes with saline to 
detach additional bacteria. After centrifugatidn at 130 g for 12 minutes, the supernatant 
was successively passed through a 5um and a 0.22um nitrocellulose filter. All 0.22um 
pore filters were then washed with saline to resuspend the bacteria. This solution was then 
centrifuged again, the supernatant was discarded and the pellet was finally resuspended in 
lml of saline. This solution was used as inoculum for the tests on steel coupons. The 
absorbance at 595nmofthis final solution was 0.3. , 
Biofilm production on stainless steel coupons 
The ability of BPP Micrococcus sp. r8-2 and of the bacterial community extracted from 
headbox water to produce biofilm on stainless steel was investigated in the presence or the 
absence of other microorganisms. AISI316 steel coupons 2 X 7cm were used and washed 
with 100% chromic acid between tests to remove any trace of organic residue. The 
coupons were vertically inserted into 125 ml erlenmeyers and heat sterilised for 15 
.- ' • - 2 1 -
minutes at 121 °C. The flasks were filled with 20ml of sterile modified WW medium : 
WW medium supplemented with 300mg of yeast extract per litre, pH 7 and filtered on the 
metal sieve described above to remove excess pulp. The inocula were always of a total 
volume of 200ul and consisted of bacterial suspensions adjusted to an absorbance of 0.3 at 
595nm. The incubations were carried out for 48h at 40°C under 120 rpm of agitation. Each 
experiment was carried out in triplicate. Materials adhering on coupons were stained 30 
seconds in the crystal violet solution as described above. Three 10 second washing steps 
were made with distilled water and the coupons were placed in 10ml of 95% ethanol to 
dissolve the biofilm. After a 1 hour incubation period at room temperature with sporadic 
shaking, biofilm production was estimated by determining the OD of the ethanol solution 
at 595nm with an Ultrospec 3000 spectrophotometer (Biochrom, Cambridge, U.-K.). 
Results 
1.1 Biofilm production on polystyrene 
One hundred eighteen isolates from a paper mill were tested for biofilm formation in 
polystyrene microplates (Table 1). These bacterial isolates were previously tested for 
growth in WW medium and each strain tested positive. The isolates were divided into 4 
groups, according to their ability to form biofilm. Group 1, the best primary producers 
(BPP), comprised five isolates producing an amount of biofilm associated with an OD595 > 
0.5. The second group (OD595 between 0.2 and 0.5), the good primary producers (GPP) 
included 10 isolates. Fifty three isolates were associated with group 3, the weak primary 
producers (WPP, OD595 between 0.05 and 0.2). Finally, fifty isolates were considered as 
non producers (NP, OD595 < 0.05). Table 1 shows that 88 % of the tested isolates belonged 
to groups 3 and 4. Only 4% of the isolates were considered as BPP. A consensus can be 
found concerning biofilm production of some genera. For example, Microbacterium, 
Xanthobacter and Bacillus are isolates that were generally found in groups 3 and 4. In 
<* 
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contrast, members of the genera Deinococcus and Acidovorax were mostly associated with 
groups 1 and 2. Other genera such as Pseudomonas and Staphyloccocus, were found in all 
groups but the BPP group. 
Table 1: Biofilm production by isolates from paper machines of a Canadian mill 
Isolate designation 
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Taxonomic identity was determined by partial or full sequencing of 16s rDNA. An 
isolate was associated to a genus when sequences had at least 95% similarity with 
the nearest GeneBank sequence. 
Unknown bacteria are strains that have less than 95% similarity with other 16S 
rDNA sequences deposited in GeneBank 
These bacteria share more than 95% sequence similarity with the ones of the CFB 
group. This group includes Cytophaga, Flavobacterium and Bacteroides but the 
isolates could not be specifically associated with one of these genera. •• 
Biofilm production was determined by quantifying the amount of crystal violet 
absorbed by the biofilm matrix. ' 
These isolates were recently isolated from slimes of paper machines. The other 
isolates used were described in Desjardins and Beaulieu (2003). 
Pseudoxanthomonas taiwanensis was included in this study because of its high 
sequence similarity with many paper machine isolates. 
1.2 Identification of secondary producers and antagonists on polystyrene 
Biofilm production by the BPP in the presence of every other isolates of the collection was 
also determined in polystyrene microplates. The ratio between the amount of biofilm 
produced by a co-culture and the BPP in pure culture was determined. Isolates of groups 2, 
3 and 4 were considered as strong antagonists (SA), weak antagonists (WA), weak 
secondary producers (WSP) or good secondary producers (GSP) to the BPP when the ratio 
obtained was below 75%, between 76 and 100%, between 101 and 200%, and over 200%, 
respectively. Table 2 presents the ratio obtained during each interaction between isolates 
and BPP. The last column of this table presents the average value for a specific isolate and 
the 5 BPP. 





Table 2 shows that the effect of a specific isolate on biofilm production by a co-culture 
could depend on the BPP tested. As an example, Pseudoxanthomonas sp. ca45 inhibited 
four out of five BPP but was considered as a GSP when cultured with the isolate bf7-4. An 
isolate could also interact differently with BPP belonging to a same genus. It was noticed, 
for example, that Xanthobacter sp. s721 inhibited biofilm biosynthesis by Deinococcus sp. 
s436 but acted as a GSP when cultured with Deinococcus sp. s432. 
About 30% and 50% of all isolates were considered as GSP and WSP, respectively. Table 
2 shows that in the NP category, only 19% of isolates were classified as GSP. In the weak 
producing category, it shows that number as being 36% and in the good producing 
category, it represents 83% of the group. In contrast, 31% of the NP were shown as 
antagonists while this number is approximately four times less for the WPP. No 
antagonists were found amongst the GPP. Only 5% of the isolates tested were considered 
as SA. Microbacterium isolates s546 and s711, Pseudoxanthomonas isolates ca26 and 
ca48 and Xanthobacter s425 were considered the five best antagonists because they had 
the lowest mean variation (Table 2). The genera that were the most frequently found as 
GSP were Acidovorax, Bacillus and Staphylococcus. The effect of Microbacterium 
isolates on biofilm production by the BPP appeared to be isolate dependant. Two 
Microbacterium isolates (s546 and s711) were classified as antagonists while three others 
(isolates s420, s708 and s716) were identified as GSP. 
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Table 2: Biofilm production during the interaction between paper isolates of groups 2, 3 or 






































































































Ratio between the amount of biofilm produced by a co-culture and a 






































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































1. Mean variation is the average between the interactions of the 5 BPP. 
2. 5% Strong antagonists (SA), 15% Weak antagonists (WA), 50% Weak Secondary Producers (WSP) 
and 30% Good Secondary Producers (GSP). 
1.3 Antagonists of biofilm formation on stainless steel 
Tests on steel coupons were only carried out with BPP Micrococcus sp. r8-2. Biofilm 
production by this strain alone gave an OD595 of 1.595 (Figure 1). Not all SA inhibited 
biofilm production by Micrococcus sp. r8-2 on steel. Both Pseudoxanthomonas isolates 
ca26 and ca48, had no effect on its biofilm formation whereas Microbacterium isolates 
s546 and s711 and Xanthobacter isolate s425 inhibited biofilm production by a factor 
varying between 2 and 7 (Figure 1). When used together, the five best antagonists were 
able to reduce by 92% biofilm formation on steel (Figure 1). 
-30-
The antagonists were also tested, as a group, against a co-culture of Micrococcus sp. r8-2 
and three GSP, Pseudoxanthomonas taiwanensis, Cellulomonas isolate bf7-5 and 
Staphylococcus isolate s534 (Figure 2). All three secondary producers were able to 
promote biofilm formation on stainless steel when cultivated with Micrococcus sp. r8-2 
although not significantly (Figure 2). The presence of secondary producers did not 
influence the capacity of the antagonists to inhibit biofilm production. The inhibition went 
from 92% with no secondary producers to 93% with secondary producers (Figure 2). The 
antagonists were finally tested against bacteria extracted from the headbox water. The 
headbox bacteria produced an amount of biofilm corresponding to an average of 0.214 
unit of absorbance. When grown in the presence of the five best antagonists, biofilm 










A\ B C D E F G . 
Figure 1: Effects of the five best antagonists on biofilm formation by Micrococcus isolate 
r8-2 on stainless steel coupons. 
Micrococcus sp. r8-2 was cultured in the absence of antagonists (A), in the presence of 
Microbacterium s546 (C), Microbacterium s711 (D), Xanthobacter s425 (E), 
Pseudoxanthomonas ca26 (F), Pseudoxanthomonas ca48 (G) or the presence of these five 
last bacterial isolates (B). A total volume of 100 ul of a bacterial suspension at an optical 
density of 0.3 was used as inoculum for both isolate r8-2 and antagonists. Biofilm 
' > . • , ' ' . . . • ' • • 
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production was determined by quantifying the amount of crystal violet absorbed by the 
biofilm matrix. The experiment was carried out in triplicate. The vertical lines indicate the 
standard deviation whereas a * indicates values that significantly differed from the control 




















Figure 2: Effects of the five best antagonists on biofilm formation on stainless steel 
coupons by Micrococcus isolate r8-2 grown in presence or absence of secondary 
producers. 
Micrococcus isolate r8-2 was grown in pure culture (A) or in the presence of secondary 
producers Staphylococcus isolate s534 (B), Cellulomonas isolate bf7-5 (D) or 
Pseudoxanthomonas taiwanensis (ATCC BAA-404) (F). In C, E and G, a mixed 
inoculum of the five best antagonists, Microbacterium s546, Microbacterium s711, 
Xanthobacter s425, Pseudoxanthomonas ca26, Pseudoxanthomonas ca48 was added to the 
co-culture of Micrococcus isolate r8-2 and the secondary producer Staphylococcus isolate 
s534 (C), Cellulomonas isolate bf7-5 (E) or Pseudoxanthomonas taiwanensis (ATCC 
BAA-404) (G), respectively. A volume of 50 ul of a bacterial suspension at an optical 
density of 0.3 was used as inoculum for isolate r8-2 and each secondary producer. The 
mixed inoculum of the five best antagonists consisted of a 20ul bacterial suspension of 
each antagonist. Biofilm production was determined by quantifying the amount of crystal 
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violet absorbed by the biofilm matrix. The experiment was carried out in triplicate and 
different letters above each bar indicates groups that were significantly different (t-test, P 
> 0.05). 
Discussion 
Alternatives to biocides in industrial setting have been studied extensively by research 
groups in the last two decades (Chaignon et al, 2007; Hu et al, 2006; Jayaraman, et al, 
1997b; Jayaraman et al, 1999; Lindberg et al, 2004; Ornek et al, 2002; Ratto et al, 2001; 
Raulio et al, 2006; Zuo et al, 2004a). Biocides are expensive and do not always perform 
as expected in paper machines and the industry has significant losses associated with 
biofilm formation. It has also been suggested by Vaisannen et al. (1998) that biofilms are 
absent from some paper machines regardless of the sometimes high bacterial count (106 
CFU/ml) in the process water (Vaisanen et al, 1998). Kolari et al (2003) even showed 
that some isolates from paper machines produce more biofilms in the presence of 
commonly used biocides (Kolari et al, 2003). The objective of the present study was to 
analyse the ability of paper machine isolates to produce biofilms and to study the 
interaction between various isolates with regards to biofilm production. 
Experiments carried out to test biofilm production were first performed in 96 well 
microplates to allow the screening of a large number of isolates and a relatively high 
number of replicas. Primary colonizers are defined as strains capable of initiating biofilm 
formation on a specific surface (Kolari et al, 2001). Among the five BPP identified in the 
present study, three isolates were associated with the genera Deinococcus and 
Micrococcus. Paper mill isolates belonging to these genera have also been identified by 
other groups as GPP, suggesting that the method we used to screen for biofilm producers 
was appropriate (Kolari et al, 2002; Oppong et al, 2000; Vaisanen et al, 1998). 
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Cellulosimicrobium isolate bf8-3 has been identified in this study as BPP. To our 
knowledge, strains belonging to this taxon have not previously been isolated from paper 
machine biofilms. Nevertheless, such strains were found in a biofilm on a biofilter used at 
the exhaust air of swine waste storage pits (Ho et al, 2008). The BPP bf74 could not be 
identified based on its 16SrDNA sequence. The fact that an important biofilm producer 
could not be associated with a bacterium of a known taxonomic identity demonstrates the 
need for further research on the microbiology of paper mills. 
In this study, isolates of five characterized genera (Acidovorax, Dyadobacter, 
Pseudomonas, Pseudoxanthomonas, Staphylococcus) were classified as GSP. Only 13% 
of the tested isolates were able to form considerable amounts of biofilm (BPP and GPP) in 
pure culture. Bacteria of all these genera but Dyadobacter have been previously isolated 
from paper mills (Desjardins et al, 2003; Vaisanen et ai, 1998). Acidovorax and 
Pseudoxanthomonas have even been found in biofilm on paper machines (Raulio et al.., 
2008; Suihko et al, 2004; Vaisanen et al., 1998).Although they had not been previously 
associated with paper mill water, strains of Dyadobacter were identified in biofilms 
colonizing the surface of historic monuments (Suihko et al., 2007). These data suggest that 
bacteria of these genera might be troublesome for the paper industry. It could riot be 
excluded that some of the isolates that tested negative for biofilm formation in our 
experiments might be good producers in the industrial environment because of the 
differences in environmental conditions. 
Once biofilm biosynthesis has been initiated by primary producers, secondary producers 
that demonstrate a weak ability to produce biofilm in pure culture could amplify 
considerably biofilm formation (Kolari et al., 2001). The bulk of paper isolates tested 
(80%) were considered as secondary producers (GSP and WSP) since biofilm production 
was higher when co-cultured with a BPP than when they were each on their own. It was 
not surprising that when the BPP were co-cultivated with the GPP, the amount of biofilm 
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produced was higher than the quantity synthesized by the GPP in pure culture. In these 
cases, biofilm production might simply reflect the biofilm biosynthesis potential of both 
strains as primary producers. In other cases, the co-culture between the BPP and the 
secondary producer gave a biofilm production over the sum of both individually. This is 
the case for Acidovorax isolates s722 and s724, which are WPP but GSP. When co-
cultured with the BPP, the amount of biofilm produced was, on average, 700% more than 
when compared to both strains individually. 
Kolari et al. (2001) established that Bacillus species found in the paper mill environment 
were not GPP but rather were secondary colonizers. This was confirmed by our results 
since a co-culture of a BPP with Bacillus isolates ca09, s412, s439, s527, s548 and s728 
produced about twofold more biofilm than the individual values added together. Only two 
bacilli on eight (s547 and s733) were not found to be GSP and both were WSP (Blanco et 
al., 1996; Desjardins et al., 2003; Vaisanen et al., 1994). 
In our study, tests in co-culture revealed the intricate interactions between bacteria. The 
variations between one isolate and different isolates of BPP show the complexity of the 
reaction. Furthermore, interaction between one isolate and two BPP of the same genus 
could give opposite results. The study by Kolari et al. (2001) also clearly demonstrated 
different types of interactions between a biofilm producing strain (Deinococcus 
geothermalis) and different Bacillus strains. Biofilm formation might thus depend on 
genetic diversity among isolates. 
Several studies have previously^ shown that some bacteria could impede biofilm 
production by another microorganism. Inhibition of biofilm production may be caused by 
antibiosis which affects growth of the producing bacteria (Hu et al., 2006; Jayaraman et al., 
i. 
1999; Lindberg et al., 2004; Ornek et al, 2002; Zuo et al., 2004a; Zuo et al., 2004b). 
Inhibition of biofilm production may also be caused by production of. extracellular 
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enzymes which degrade the polysaccharide matrix produced by the biofilm forming 
bacteria (Chaignon et al, 2007; Ratto et al, 2001). Thirdly, the production of quorum 
sensing inhibiting molecules such as furanones and other derivatives can also explain 
biofilm inhibition since quorum sensing is essential for biofilm formation (Hentzer et al, 
2002; Hentzer et al, 2003; Manefield et al, 2002). In this study, we identified bacterial 
antagonists to biofilm production, but the mechanism, of action was not determined. 
The five best antagonists identified here were represented by three genera. 
Microbacterium, Pseudoxanthomonas and Xanthobacter isolates were found in that 
category. While few studies investigated the ability of Microbacterium and 
Pseudoxanthomonas to produce biofilm, Microbacterium has been identified as a biofilm 
producer in the marine environment (Burmolle et al, 2006) and Pseudoxanthomonas 
taiwanensis has been labelled biofilm producer in the paper machine setting (Raulio et al, 
2008). This suggests that our Pseudoxanthomonas isolates belong to different species than 
the ones isolated by Raulio et al (2008). Xanthobacter is a genus usually known for 
biofilm formation but has been characterised as biofilm former mainly in wastewater 
environments (Ferreira et al, 2000; Garrity, 2005; Gomez et al, 2005). We do not know if 
our isolates are significantly different than the ones described in the literature or if the 
conditions are responsible for the differences in biofilm production. Wastewater 
environments are very different from white water and paper machine environments which 
suggest that the conditions influence biofilm formation. Biofilm production by a complex 
bacterial community is not only influenced by the presence of other microorganisms but 
also by the presence the environmental conditions (Burmolle et al, 2006; Stoodley et al, 
1999; Vaisanen etal, 1998). 
Since biofilm formation is influenced by the surface on which it is growing (Kolari et al, 
2001; Peltola et al, 2008) and the problematic slimes in the paper machines are mostly 
found on stainless steel, we compared biofilm formation and inhibition interactions on 
polystyrene and on steel. The primary producer Micrococcus isolate r8-2 was thus tested 
• . • • • ' ' " • • ' • ' ) ' • ' ' 
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for its ability to produce biofilm on its own, in the presence of secondary producers, with 
and without the antagonists on stainless steel. Although most antagonism tests gave 
similar results on polystyrene and on stainless steel, the outcome of these interactions 
occasionally differed from one surface to another, thus confirming work done by Kolari et 
al. and Peltola et al. (Kolari et al., 2001; Peltate et al., 2008). 
Additional assays were carried out on stainless steel to assess the efficiency of the five 
best antagonists as a group against Micrococcus T8T2. When the antagonists were added 
simultaneously, the inhibition was always more efficient than any one of the antagonists 
alone. The efficiency of the antagonists was also maintained when secondary producers 
were co-inoculated with primary producers. This suggests a synergy between the 
antagonists to work against the biofilm producers. Even though the synergy between 
antagonists has not been investigated thoroughly, similar phenomena have been reported 
in other settings by Timmerman et al. (2004) who have shown that individual probiotics 
are not as effective as the combination of different probiotics at inhibiting pathogenic 
bacteria of the gastrointestinal tract. 
Biocontrol is commonly used in agriculture and food industries. Many pesticides and 
products designed for food conservation have as primary ingredient, a specific 
microorganism or a microbial consortium (Doumbou et al, 2001; Savard et al, 2002). 
The fact that some bacteria were able to impede biofilm formation (Kolari et al., 2001; Liu 
et al, 2004) suggests that biocontrol could also be used in other industries. We therefore 
tested the efficiency of the five antagonists to reduce biofilm formation by the complex 
bacterial community extracted from the white water of a paper machines. Even though the 
inhibition efficiency was not as strong as when tested against one of our BPP, the fact that 
a bacterial consortium was able to inhibit biofilm formation by a complex community 
suggests that biocontrol of biofilm formation in the paper industry remains an option that 
has a great potential. 
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Conclusion 
Les resultats presentes dans ce memoire de maitrise constituent un premier pas vers une 
diminution de l'utilisation de biocides dans l'industrie des pates et papiers. A long terme, 
de telles approches, combinees a de nouvelles fa9ons de faire dans la gestion des procedes 
de fabrication de papier, permettraient de reduire de fa9on significative, l'utilisation de 
biocides. Cette etude a ete possible grace a une collaboration entre l'Universite de 
Sherbrooke et une papetiere de l'Estrie. Aucune autre etude n'avait approche jusqu'ici la 
problematique des biofilms telle que presentee dans ce memoire. Une etude de Kolari et al 
(2001) avait suggere qu'une souehe de Bacillus licheniformis etait capable d'inhiber la 
formation de biofilm par Deinococcus geothermalisl mais aucune analyse poussee n'avait 
ete publiee. Plusieurs etudes portent sur le controle des biofilms dans les appareils, mais 
aucune n'a tente de trouver des antagonistes a la production de biofilm deja presents parmi 
les communautes microbiennes colonisant ces appareils, comme c'est le cas du present 
projet. Des etudes de Zuo et al. et de Ornek et al. proposent l'ajout de biofilm produisant 
des antibiotiques afin de conserver en permanence un biofilm qui protege les surfaces en 
acier des acides et d'agents corrosifs. Ces biofilms semblent etre efficaces, ceperidant leur 
application dans des usines de pates et papiers est sans interet, car ce sont les biofilms eux-
memes qui causent le.dommage au papier en production (Ornek et al, 2002; Zuo et al, 
2004a; Zuo et al, 2004b). 
Plusieurs etudes portent sur l'ajout de composes, chimiques ou biologiques, qui inhibent 
fortement la formation de biofilm en laboratoire (Chaignon et al, 2007; Hu et al, 2006; 
Jayaraman et al, 1997a; Lindberg et al, 2004; Ornek et al, 2002; Ratto et al, 2006; 
Raulio et al, 2006). Les enzymes qui ont iti developpees sont generalement efficaces 
envers des biofilms de certains genres, cependant la diversite microbienne des machines 
de pate et papier fait en sorte que d'autres souches productrices de biofilm prennent 
generalement le dessus. Ges nouveaux biofilms sont composes de liaisons chimiques 
differentes et done ne sont pas autant degrades par les enzymes. II est done indispensable 
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d'avoir une multitude d'enzymes qui peuvent attaquer differents types de biofilms. En 
pratique, cette methode s'est averee moins efficace qu'anticipee. 
Parmi les cinq meilleures productrices de biofilm, on retrouve deux bacteries du genre 
Deinococcus, un Cellulosimicrobium, un Micrococcus et une bacterie d'appartenance 
inconnue. 
Les representants du genre Deinococcus sont des bacteries aerobies de forme; cocoi'de, au 
Gram positif, qui ont une temperature optimale de croissance se situant entre 25°C et 35°C. 
Elles sont generalement resistantes a la dessiccation et a de fortes doses de radiations ce 
qui n'est pas le cas de nombreux genres bacteriens (Garrity, 2005). 
Les bacteries du genre Cellulosimicrobium ne sont pas decrites de facon exhaustive dans 
la litterature, mais il a ete remarque qu'un mycelium primaire est forme dans de jeunes 
cultures. Ce sont des bacteries aerobies ou anaerobies facultatives, au Gram positif, qui ne 
forment pas d'endospore. Une caracteristique interessante est la production d'enzyme qui 
hydrolyse la cellulose et l'amidon qui sont des composes presents en grande quantite dans 
les pates et papiers (Garrity, 2005). Ceci implique done que Cellulosimicrobium peut 
liberer et utiliser le carbone present sous forme complexe dans le milieu. 
Les representants du genre Micrococcus sont des bacteries aerobies de forme cocoi'de, au 
Gram positif, qui ont une temperature optimale de croissance se situant entre 25°C et 37°C. 
La plupart des especes produisent un pigment derive de 1'alpha ou de la beta-carotene et 
sont capables de croitre en presence de 5% de NaCl (Garrity, 2005). 
Les connaissances sur l'espece inconnue sont limitees, cependant, la litterature nous 
demontre qu'elle a deja ete isolee a partir d'echantillons d'eau salee. 
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Les cinq antagonistes sont constitues de trois genres settlement; Pseudoxanthomonas, 
Xanthobacter et Microbacterium. 
Les representants du genre Pseudoxanthomonas sont des batonnets aerobies, au Gram 
negatif, qui ont un pH optimal se situant entre 7 et 8 et qui forment des colonies jaunes. 
Une caracteristique des Pseudoxanthomonas nous permettant de les differencier des autres 
genres semblables est qu'ils reduisent le nitrite, mais tres rarement le nitrate (Garrity, 
2005). 
Les bacteries du genre Xanthobacter sont des batonnets aerobies, au Gram variable, qui 
ont une temperature optimale de croissance se situant entre 25°C et 30°C et un pH optimal 
entre 5,8 et 9. Les colonies sont jaunes et d'apparence gelatineuse. Une caracteristique 
inattendue des Xanthobacter est qu'ils forment du biofilm, meme que certaines souches en 
produisent des quantites etonnantes. Elles sont egalement capables de fixer 1'azote en 
petite quantite dans des conditions particulieres. Elles sont souvent retrouvees dans des 
sols humides contenant beaucoup de matiere organique en decomposition ou dans l'eau 
(Garrity, 2005). V 
Les bacteries du genre Microbacterium sont des batonnets irreguliers aerobies, au Gram 
positif, qui ont une temperature optimale de croissance d'environ 30°C. Leurs besoins en 
nutriments sont complexes du fait qu'elles necessitent des vitamines B et certaines especes 
requierent egalement des acides amines. Elles ne produisent ni mycelium ni endospore et 
sont non motile ou motile avec moins de trois flagelles. Des caracteristiques qui les 
differencient des autres bacteries coryneformes sont qu'elles produisent de l'acide en 
presence de glucose, elles ont un pourcentage G + C entre 69% et 75% et leur demande en 
oxygene semble variee (Garrity, 2005). 
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Cette etude avait pour but de determiner quelles souches produisaient des biofilms dans les 
machines a papier. Les souches produisant le plus de biofilms dans nos essais ont souvent 
ete retrouvees dans des biofilms dans la litterature. Micrococcus a ete retrouve dans des 
machines a papier, mais rarement associe directement a la production de biofilm (Blanco 
et al, 1996; D. Oppong et al, 2000; Vaisanen et al, 1998). Cellulosimicrobium a ete 
retrouve dans des biofilms de biofiltres, ainsi que dans des pulpes des pates et papiers ce 
qui suggere que cette souche pourrait produire des biofilms dans ces conditions (Ho et al, 
2008; Suihko et al, 2009). Deinococcus a beaucoup ete etudie, car c'est un genre 
regulierement retrouve dans les biofilms des machines a papier (D. Oppong et al, 2000; 
Peltola et al, 2008; Vaisanen et al, 1998). II n'est done pas surprenant de constater que 
ces genres bacteriens produisent egalement des biofilms dans les appareils de pates et 
papiers analyses dans cette etude. 
Un autre objectif important etait de trouver des antagonistes a la production de biofilm 
afin d'eventueliement les utiliser comme agent de lutte biologique dans cette industrie 
(Jayaraman et al, 1997a; Ornek et al, 2002; Zuo et al, 2004a). Les travaux realises ici 
nous ont permis de determiner que certaines souches etaient effect! vement capables de 
diminuer de facon considerable la production de biofilm par les microorganismes de la 
caisse d'arrivee sur l'acier. Nous ne savons cependant pas si cet effet serait conserve dans 
les machines a papier, car les conditions sont variables (Kashama et al, 2009; Slade et al, 
2004). 
L'identification des producteurs secondares etait egalement une etape importante, car 
nous etions les premiers a tester en co-culture une grande quantite de microorganismes 
afin de determiner 1'influence sur la production de biofilm. Les meilleurs producteurs 
secondaires ont egalement ete identifies dans des biofilms dans la litterature. Acidovdrax 
et Pseudoxanthomonas ont ete retrouves dans des biofilms de machines a papier (Raulio et 
al, 2008; Suihko et al, 2004; Vaisanen et al, 1998). Staphylococcus et Pseudomonas ont 
ete retrouves dans l'eau des machines a papier, sans etre directement lies a la production 
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de biofilm (Desjardins et al, 2003; Vaisanen et al, 1998). Dyadobacter n'a jamais ete 
identifie comme un contaminant des pates et papiers, mais a ete retrouve sous forme de 
biofilm sur des monuments historiques (Suihko et al, 2007). Ces souches ne participent 
pas enormement a la production de biofilm initiale, c'est-a-dire a l'adherence a la surface, 
mais produisent possiblement une grande partie de la structure du biofilm (Kolari et al, 
2001). 
Les antagonistes que nous avons identifies dans cette etude sont efficaces contre les cinq 
meilleurs producteurs de biofilms isoles de la machine a papier. lis sont egalement 
efficaces contre les bacteries que Ton retrouve dans la caisse d'arrivee de la raerae usine. 
Malgre que le mecanisme d'action n'ait pas'ete elucide definitivement, plusieurs aspects 
de l'inhibition nous portent a croire que T antagonisms resulte d'une competition pour 
l'utilisation des nutriments disponibles. Des biofilms sont capables de se former dans des 
conditions limitantes en nutriments, mais un seuil minimal d'abondance nutritive est 
requis pour que les bacteries puissent former la matrice du biofilm. Dans un systeme ferme, 
comme celui de cette etude, le niveau de nutriments constitue un facteur limitant, car 
aucun ajout de nutriments n'est prevu apres le debut de 1'incubation. Dans les usines de 
pates et papiers, le systeme n'est pas completement ferme, car il y a ajouts de plusieurs 
produits au cours de la fabrication du papier. Ces ajouts peuvent parfois etre utilises par 
les bacteries pour la croissance et done probablement pour former du biofilm. De plus, les 
pales a papier sont composees d'une grande quantite de polysaccharides complexes, ce qui 
fournit aux bacteries suffisamment de carbone pour la croissance. 
Les biocides que les compagnies utilisent ciblent souvent une population particuliere de 
bacteries. Par consequent, certaines bacteries, moins touchees par Taction d'un biocide 
donne peuvent proliferer plus rapidement que les bacteries inhibees dans leur croissance. 
Certains biocides peuvent meme stimuler la formation de biofilms par certains genres, en 
entrainant done des effets contraires a ceux qui ont justify leur utilisation lors du procede 
de fabrication (Kolari et al, 2003). L'utilisation d'enzymes comme les hydrolases ou les 
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lyases serait utile dans le cas d'une matrice de biofilm relativement homogene, car elles 
s'attaquent a des liaisons particulieres. Malheureusement, un biofilm n'est que rarement 
homogene etant donne la presence d'un grand nombre de genres microbiens qui excretent 
des polysaccharides incluant des liens chimiques de differente nature. 
La lutte biologique dans l'industrie des pates et papiers est une solution a envisager 
puisque nous ne cherchons pas a eradiquer les bacteries, mais a remplacer les populations 
nuisibles par des populations benefiques ou neutres pour l'industrie. Etant donne qu'une 
machine a papier est composee de plusieurs tuyaux et cuves, il est irrealiste d'envisager 
que la proliferation bacterienne pourrait etre eliminee completement. L'apport bacterien de 
base dans une machine a papier n'est pas a sous-estimer non plus. La pulpe, les additifs, 
l'eau de refroidissement et l'eau fraiche sont souvent contamines, ce qui rend difficile ou 
meme impossible l'eradication totale des microorganismes. 
Perspectives 
Lors d'une continuation eventuelle de ce projet, il serait interessant de determiner le mode 
d'action precis des antagonistes par lequel ils agissent pour inhiber la formation du biofilm. 
II serait egalement necessaire de verifier si 1'inhibition par les antagonistes est conservee 
dans des conditions se rapprochant encore plus des conditions reelles des appareils. Les 
conditions dans lesquelles nos experiences ont ete realisees sont similaires a celles des 
appareils, mais ne represented pas parfaitement les conditions ou sont retrouves les 
biofilms. Des microplaques en acier inoxydable auraient ete un meilleur choix que des 
microplaques en polystyrene, mais le produit n'existait pas lorsque l'etude a ete entreprise. 
L'adaptabilite des bacteries a des environnements variables fait d'elles un danger potentiel 
pour les appareils, ce qui fait en sorte qu'il sera necessaire egalement de verifier les effets 
a long terme de ces ajouts aux appareils de Pusine. Un chahgement dans les conditions des 
appareils pourrait etre suffisant pour permettre aux antagonistes de devenir producteurs de 
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biofilms. Une methode qui pourrait reproduire presque parfaitement les conditions en 
usine serait d'avoir une reproduction de Pappareil lui-meme en modele reduit, qui utilise 
la meme eau, qui recoit les memes nutriments et qui soit dans le meme environnement. 
II faudra certainement encore de la recherche dans ce domaine avant de pouvoir utiliser la 
lutte biologique dans ces systemes. Le labyrinthe qu'est une machine a papier rend 
difficile l'elimination complete des microorganismes. La solution la plus vraisemblable au 
probleme de presence de biofilms dans l'industrie des pates et papiers est probablement 
l'utilisation d'une combinaison de techniques qui ont pour but d'eliminer les biofilms en 
particulier et non les bacteries planctoniques dans les eaux des appareils. En outre, des 
concepts d'ecologie des microorganismes devraient intervenir des l'etape de la conception 
des precedes (par exemple pour optimiser la recirculation des eaux) pour minimiser les 
phenomenes de proliferation des microorganismes et de croissance des biofilms nuisibles 
pour les appareils. Par exemple, les spores de Bacillus survivent dans les zones de sechage 
et sont retournees dans le systeme lors du recyclage de l'eau. II pourrait y avoir un 
traitement specifique pour les spores de Bacillus avant de retourner cette eau a la machine 
a papier. Les douches, composante importante de la section humide d'une machine a 
papier, sont un autre endroit ou les biofilms sont presents en grande quantite. II serait 
particulierement interessant de developper un systeme de douche qui ne se situe pas 
directement au-dessus de la feuille en production. Cela eviterait que les biofilms tombent 
sur la feuille et la colorent ou la perforent. L'eau fraiche est une source non negligeable de 
bacteries productrices de biofilms, alors developper un systeme pour en eliminer le plus 
possible serait avantageux. Le temps de retention des cuves devrait aussi etre reduit au 
minimum pour empecher la proliferation des microorganismes. Quelques surfaces qui 
reduisent 1'attachement des bacteries ont egalement ete deerites dans la litterature. Ces 
surfaces sont certainement a considerer lors de la fabrication de certaines composantes de 
l'appareil. 
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